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Taman Nasional Gunung Merapi menyimpan berbagai keanekaragaman hayati yang belum dimanfaatkan. Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas antioksidan empat tumbuhan anggota suku Asteraceae, Rubiaceae dan Polygalaceae. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode penangkapan radikal DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dengan alat spektrofotometer. Sampel diekstraksi secara bertingkat dengan menggunakan wasbenzen dan metanol. Uji penangkapan radikal DPPH menunjukkan bahwaekstrak wazbenzen Cynara scolimus L. memiliki IC50 sebesar 496,16g/mL; Artemisia china L. sebesar 407,86g/mL; Borreria repens DC. sebesar 984,04 g/mL dan Polygala paniculata L. sebesar 633,34 g/mL. Ekstrak metanol Cynara scolimus L. memiliki nilai IC50 sebesar 334,94 g/mL; Artemisia china L. sebesar 199,99g/mL; Borreria repens DC. sebesar 402,28 g/mL dan Polygala paniculata L. sebesar 77,00 g/mL . Analisa mengunakan KLT menunjukkan bahwa ekstrak metanol Polygala paniculata L. mengandung flavonoid.




Taman Nasional Gunung Merapi (TNGM) has various biodiversities which need to be explored. This study aims to analyze antioxidant activity four plants from Asteraceae, Rubiaceae and Polygalaceae which were collected from TNGM. Antioxidant activity is analyzed by DPPH radical capturing method using spectrophotometer. Sampel is extracted gradually by wasbenzen and methanol. DPPH radical capturing analysis shows that IC50 score of Cynara scolimus L. wasbenzen extract is 496,16g/mL; Artemisia china L. 407,86g/mL; Borreria repens DC. 984,04 g/mL and Polygala paniculata L. 633,34 g/mL. The IC50 score of methanol extract Cynara scolimus L. is 334,94g/mL; Artemisia china L. 199,99g/mL; Borreria repens DC. 402,28 g/mL and Polygala paniculata L. 77,00 g/mL . Thin layer chromatography analysis shows that methanol extract of Polygala paniculata L. contains flavonoid.






Efek radikal bebas yang sifatnya merusak secara etiologi telah dipercaya sebagai penyebab berbagai penyakit kronik dan penuaan.Hal ini disebabkan karena radikal bebas yang reaktif tersebut dapat menyerang berbagai biomolekul 
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penting yang ada di dalam tubuh seperti              protein, DNA dan lipid.Radikal bebas juga dipercaya sebagai penyebab sejumlah penyakit seperti kardiovaskuler, neurodegeneratif, dan kanker jenis tertentu (Sunarni dkk, 2007).                Oleh karena itu, diperlukan senyawa antioksidan  agar dapat menangkap radikal bebas tersebut sehingga tidak menginduksi penyakit (Kikuzaki dkk, 2002).
Antioksidan dapat berasal dari bahan alam maupun dibuat secara sintetik. Antioksidan sintetik antara lain BHA (butyl hydroxyanisole) dan BHT (butyl hydrozxytoluene). Antioksidan yang berasal dari bahan alam antara lain vitamin E (-tokoferol) dan resveratrol. Keduannya merupakan antioksidan fenolik alami (Hart dkk, 2003).
Antioksidan sintetik ternyata memiliki efek berbahaya jika dikonsumsi manusia.Antioksidan sintetik seperti BHT (Butyl Hydroxy Toluene), TBHQ (Tertier Butyl Hydroquinone) dapat meningkatkan terjadinya karsinogenesis pada manusia (Amarowicz dkk, 2000) dan kerusakan hati (Osawa & Namiki, 1981).Oleh karena itu antioksidan alami lebih disarankan                              untuk dikonsumsi manusia.Kenyataan ini mendorong banyak penelitian dilakukan untuk mencari bahan-bahan alami yang dapat dipergunakan sebagai antioksidan (Rohman & Riyanto, 2005).




Bahan utama untuk penelitian ini adalah Cynara scolimus L., Artemisia chinaL., Boreria repensDC.,danPolygala paniculata L. yang dikoleksi dari TNGM antara Juni 2009 hingga Desember 2009. Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi adalah wazbenzen danmetanol. Pereaksi yang digunakan dalam uji DPPH adalah 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) dan kuersetin. Kromatografi Lapis Tipis menggunakan fase gerak kloroform p.a dan etil asetat p.a., fase diam Silika Gel 60 F254, pereaksi penampak bercak serium sulfat, sitroborat dan DPPH.
Alat-alat yang digunakan untuk penyarian sampel antara lain spektrofotometri UV-Vis (SpectronicR 20 GenesysTM), bejana pengembang, pipa kapiler, lampu UV, alat penyemprot dan oven (Hotbox oven size two).

Jalannya penelitian
Proses ekstraksi dan pembuatan sampel uji
Sampel dikeringkan dengan lemari pengering selama 2 hari hingga benar-benar kering lalu dihaluskan hingga ukuran yang telah ditentukan.Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi bertingkat.Sampel dimaserasi dengan wazbenzen selama 24 jam kemudian sari ditampung, dan ampas dikeringkan. Ampas yang telah kering dimaserasi kembali dengan metanol.Sari hasil maserasi dengan wazbenzen dan metanol kemudian diuapkan pelarutnya menggunakan rotary evaporator.
Larutan stok sampel uji dibuat dari ekstrak kental hasil ekstraksi.Larutan stok dibuat dengan kadar 10 mg/ml, yaitu dengan menimbang 100,0 mg ekstrak kental kemudian dilarutkan dalam 10,0 ml pelarut yang sesuai.

Pembuatan pereaksi DPPH 0,4mM
Pereaksi DPPH 0,4 mM dibuat dengan melarutkan 15,7 mg serbuk DPPH ke dalam 100,0 ml pelarut yang sesuai dengan pelarut sampel kemudian dihomogenasi hingga larut sempurna.Kadar uji dibuat untuk proses uji daya antioksidan. 

Pembuatan kontrol positif kuersetin
Kontrol positif kuersetin dibuat dengan kadar100g/ml untuk konsentrasi akhir 20 g/mL. Lima ratus mikrogram serbuk kuersetin dilarutkan dalam 5,0 ml pelarut metanol dan dihomogenasi hingga larut sempurna.

Uji penangkapan radikal DPPH
Uji penangkapan radikal DPPH dilakukan dengan mereaksikan 1,0 ml sampel uji dengan 1,0 ml DPPH 0,4 mM dan ditambahkan pelarut hingga mencapai volume 5,0 ml. Langkah ini akan menghasilkan seri kadar uji sampel dalam sistem DPPH menjadi 2, 6, 18, 50 dan 100 g/ml. Larutan ini kemudian didiamkan selama waktu tertentu sesuai hasil dari tes penentuan waktu reaksi. Setelah waktu reaksi tercapai dilakukan pembacaan absorbansi pada panjang gelombang sesuai max.Efek penangkapan radikal DPPH (%) dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut.





Kontrol positif menggunakan kuersetin.Harga rata-rata diperoleh melalui tiga kali replikasi. Kemudian dilakukan plotting terhadap persamaan regresi linear dengan (x) sebagai konsentrasi sampel dan (y) sebagai persen aktivitas antioksidan untuk mendapatkan nilai IC50

Kromatografi lapis tipis
Sampel yang paling efektif kemudian dianalisis menggunakan Kromatografi Lapis Tipis. Sampel uji ditotolkan di atas lempeng silika gel 60 F254, kemudian dilakukan pengembangan menggunakan  fase    gerak    kloroform-etil   asetat


 (6:1). Setelah proses pengembangan selesai, bercak diamati pada sinar tampak, UV254, UV366, pernampak bercak serium sulfat, sitroborat dan DPPH.

Analisa data
Aktivitas penangkapan radikal bebas
Aktivitas antiradikal DPPH dihitung dengan menentukan rasio penurunan absorbansi DPPH antara sampel uji dan kontrol DPPH.Selanjutnya ditentukan IC50 dengan regresi linear.Uji ini menggunakan kuersetin sebagai kontrol positif.

Penentuan profil KLT dan penentuan golongan senyawa




Metode penangkapan radikal DPPH didasarkan pada perubahan warna larutan radikal DPPH akibat pemberian senyawa yang bersifat sebagai antioksidan. Interaksi antioksidan dengan DPPH baik secara transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH akan menetralkan karakter radikal bebas dari DPPH. Jika semua elektron pada radikal bebas DPPH menjadi berpasangan, maka warna larutan berubah dari ungu tua menjadi kuning terang. Perubahan warna ini akan teramati dalam bentuk penurunan absorbansiDPPH.
Penentuan maxdilakukan dengan uji scanning survey pada spektrofotometer uv-vis. Uji ini menghasilkan maxDPPH ada pada 516 nm. Setelah diperoleh nilai max selanjutnya ditentukan lama waktu reaksi antara DPPH dengan sampel uji. Uji ini dilakukan dengan mereaksikan DPPH dengan sampel bahan uji kemudian diamati perubahan absorbansi dari waktu ke waktu hingga mendapatkan pembacaan absorbansi yang konstan. Pembacaan absorbansi yang konstan ini menunjukkan bahwa reaksi penangkapan radikal oleh bahan uji telah terjadi sempurna. Ekstrak wazbenzen hingga menit ke-60 belum terlihat pembacaan yang konstan, namun perbedaan absorbansi antar-waktu tidak terlalu besar, sehingga ditetapkan waktu reaksi untuk ektrak wazbensen adalah 60 menit, sedangkan untuk bahan uji ekstrak metanol pembacaan absorbansi menunjukkan nilai yang konstan pada menit ke-25, sehingga ditetapkan waktu reaksi untuk ekstrak metanol adalah 25 menit.
Pereaksi DPPH yang digunakan pada uji ini adalah DPPH 0,4 mM karena pereaksi DPPH pada molaritas ini telah mampu memberikan absorbansi yang optimal, yaitu 0,828 untuk ektrak metanol dan 0,815 untuk ekstrak wazbenzen. 
Semua bahan uji menunjukkan kemampuan penangkapan radikal DPPH meskipun dengan tingkat keefektifan yang berbeda-beda. Meskipun pada beberapa konsentrasi bahan uji terjadi fluktuasi, aksi penangkapan radikal ini menunjukkan trend naik seiring kenaikan konsentrasi. Kontrol positif kuersetin menunjukkan penangkapan radikal, hal ini menunjukkan bahwa metode pengujian yang dilakukan berjalan dengan benar. Kuersetin pada penelitian ini dipilih sebagai kontrol positif karena kuersetin merupakan senyawa bahan alam (metabolit sekunder), yaitu golongan flavonoid yang sudah dikenal cukup efektif sebagai antiradikal karena adanya gugus hidroksi fenolik dalam struktur molekulnya.
Urutan aktivitas antioksidan ekstrak wazbenzen yang paling baik adalah sebagai berikut :Artemisia china L. >Cynara scolimus L. >Polygala paniculata L. >Borreria repens DC. Urutan aktivitas antioksidan ekstrak metanol adalah sebagai berikut :Polygala paniculata L. >Artemisia china L. >Cynara scolimus L. >Borreria repens DC.Secara keseluruhan hasil di atas memperlihatkan bahwa ekstrak metanol Polygala paniculata L.memiliki nilai IC50 yang paling kecil, yaitu 77,00 g/mL dan ektrak wazbenzen Borreria repens DC. memiliki IC50 yang paling besar, yaitu 984,04 g/mL. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol Polygala paniculata L. merupakan bahan uji yang memiliki keefektifan antioksidan yang paling baik.Bahan uji yang lain, yaitu Artemisia chinaL., Borreria repens DC.,dan                Cynara scolimusL., baik ekstrak metanol maupun wazbenzen, memiliki nilai IC50 yang jauh lebih besar dari ekstrak metanol Polygala paniculataL. Kondisi ini menunjukkan bahwa Artemisia china L, Borreria repens DC. dan Cynara scolimus L.              kurang efektif untuk dijadikan sebagai antioksidan. 
Menurut Rahayu (2009), nilai IC50 kuersetin ialah sebesar 6,28 g/mL. Nilai IC50 ekstrak metanol Polygala paniculata L. masih jauh lebih lemah bila dibandingkan dengan nilai IC50 kuersetin, hal ini mungkin disebabkan karena ekstrak metanol Polygala paniculata L. masih berupa ekstrak kasar sehingga kandungan senyawa aktifnya sangat kecil. Meskipun demikian Polygala paniculata L. tergolong sebagai penangkap radikal yang kuat, karena menurut Molyneux (2004), bahan yang memiliki IC50<200 g/mL tergolong penangkap radikal yang kuat. Penelitian ini selanjutnya difokuskan untuk mengidentifikasi golongan senyawa yang bertanggungjawab atas aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol Polygala paniculataL.




Uji Identifikasi Flavonoid dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Komposisi fase gerak yang optimaluntukmengidentifikasi flavonoid pada Polygala paniculata L. belum pernah diteliti sebelumnya, oleh karena itu dilakukan orientasi terlebih dahulu untuk menentukan komposisi fase gerak yang paling optimal. Hasil orientasi menunjukkan bahwa komposisi fase gerak yang paling optimal adalah kloroform-etil asetat (6-1). Setelah didapatkan komposisi fase gerak yang optimal maka analisa dengan KLT dapat dilakukan. Uji ini merupakan uji kualitatif sehingga jumlah totolan tidak perlu ditentukan secara spesifik. Hasil pengembangan ektrak metanol Polygala paniculata L. disajikan pada Gambar 3.
Flavonoid menyebabkan peredaman flouresensi pada UV 254 nm​, sedangkan pada UV 366 nm flavonoid berflouresensi kuning, biru, hijau dan bercak glikosida flavon dan glikosida flavonoid yang khas tampak berwarna ungu tua bila diamati dibawah sinar UV 366 nm (Markham, 1988). Berdasarkankan teori tersebut maka bercak pada hRf 9, 15, 25, 45, 73, 75 dan 95 diduga merupakan flavonoid. Bercak-bercak berwarna ungu kecoklatan pada kromatogram setelah disemprot serium sulfat dan dipanasi selama 5 menit pada 105C menunjukkan bahwa bercak-bercak tersebut adalah senyawa organik. Bercak pada hRf 9, 15, 25, 45, 73, 75 dan 95 juga menunjukkan warna ungu kecoklatan sehingga senyawa pada bercak-bercak tersebut merupakan senyawa organik.Bercak setelah disemprot sitroborat terlihat perubahan intensitas warna pada UV 366 nm dari ungu sebelum disemprot sitroborat menjadi kuning setelah disemprot sitroborat pada hRf 45 dan hRf 95. Data ini menunjukkan bahwa bercak pada hRf 45 dan hRf 95 merupakan flavonoid karena pereaksi semprot sitroborat akan memberikan warna kuning terang pada UV 366 nm untuk deteksi flavonoid. Pereaksi semprot sitroborat merupakan pereaksi spesifik berkepekaan tinggi untuk mendeteksi flavonoid dan spesifik untuk gugus orto-dihidroksi. Sehingga diduga kuat flavonoid yang terkandung dalam ektrak metanol Polygala paniculata L. memiliki gugus orto dihidroksi.
	Uji dilanjutkan dengan pereaksi semprot DPPH untuk mengetahui secara kualitatif golongan senyawa yang bertanggungjawab atas aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol Polygala paniculata L. Pelat KLT yang disemprot DPPH jika dilihat di bawah sinar tampak akan memiliki latar belakang berwarna ungu dan senyawa yang dapat menangkap radikal akan terlihat berupa bercak berwarna kuning. Terlihat dua bercak yang berwarna kuning yaitu pada hRf 45 dan 95, hal ini berarti golongan senyawa pada kedua bercak tersebut mempunyai aktivitas antioksidan. Pada kromatogram juga terlihat bahwa totolan awal juga bereaksi positif terhadap DPPH, hal ini mungkin terjadi karena sebagian flavonoid yang terkandung dalam ekstrak metanol Polygala paniculata L. telah mengalami polimerisasi akibat paparan panas saat proses pemekatan ekstrak sehingga tidak ikut terelusi.
Uji identifikasi senyawa flavonoid di atas menunjukkan bahwa ekstrak metanol Polygala paniculata L. mempunyai kandungan senyawa flavonoid. Setelah diuji kemampuan penangkapan radikal bebas dengan pereaksi semprot DPPH dapat disimpulkan bahwa senyawa flavonoid inilah yang bertanggung jawab atas aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol Polygala paniculata L.

KESIMPULAN
Ekstrak wazbenzen bahan uji memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 untuk Cynara scolimus L.496,16g/mL; Artemisia china L.407,86g/mL; Borreria repens DC. 984,04g/mL dan Polygala paniculata L.633,34 g/mL. Sedangkan ekstrak metanol memiliki aktivitas antioksidan dengan IC50 untuk  Cynara scolimus L.334,94 g/mL; Artemisia china L.199,99g/mL.; Borreria repens DC.402,29g/mL; dan Polygala paniculata L.77,00 g/mL.Ekstrak metanol Polygala paniculata L. mengandung senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas aktioksidan.
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Tabel III. Hasil pembacaan absorbansi beserta nilai ratio penurunan absorbansi DPPH untuk ekstrak wazbenzen









Tabel IV. Hasil pembacaan absorbansi beserta nilai rasio penurunan absorbansi DPPH untuk ekstrak methanol























Tabel VI. Bercak yang tampak dalam kromatogram

hRf	Sinar Tampak	Sebelum semprot	Semprot serium sulfat	Semprot sitroborat	Semprot DPPH	Intepretasi golongan senyawa
		UV 254	UV 366	Tampak	UV 366	Tampak	
9	kehijauan	Pemadaman	ungu gelap	Ungu kecoklatan	Ungu gelap	-	-
15	hijau	Pamadaman	ungu	Ungu kecoklatan	ungu	-	-
25	-	Pemadaman	biru	Ungu kecoklatan	biru	-	-
45	kuning	Pemadaman	ungu	Ungu kecoklatan	kuning	kuning	Flavonoid dengan gugus orto dihidroksi
73	-	Pemadaman	biru terang	Ungu kecoklatan	Biru terang	-	-
75	-	Pemadaman	biru terang	Ungu kecoklatan	Biru terang	-	-
90	hijau	Pemadaman	merah	Ungu kecoklatan	merah	-	-
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